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Grace aux techniques de séquencage de nouvelle génération
qui nous permettent de séquencer massivement tous les
exomes de genes connus de I’ADN humain, nous sommes
définitivement entrés dans I'ere de la médecine génomique.
Cette nouvelle "arme de choc" génétique nous permet de
découvrir théoriquement la base moléculaire de toute
maladie génétique, chez un individu affecté, qui n'a pas
été diagnostiqué auparavant au cours d'examens génétiques
conventionnels. Ces progrés se sont révélés particulierement
précieux pour détecter l'origine génétique de maladies rares
ou complexes et pour révéler la pathogénicité des mutations
associées a des maladies génétiques communes, telles que
le cancer, l'autisme, le retard mental, qui présentent une
hétérogénéité génetique considérable.

Le diagnostic prénatal bénéficie aussi largement de ces
progrés. La cause génétique sous-jacente des malformations
feetales et autres anomalies feetales structurelles est souvent
insaisissable, conduisant a une incapacité a fournir un
diagnostic précis et une évaluation détaillée des risques
pesant sur le feetus ou la future reproduction du couple
parental. A cette fin, de nouvelles approches génomiques,
basées sur le séquencage massif en paralléle, conduisant
au séquencage de I'exome entier (WES) ont été récemment
appliquées [1, 2], ainsi que dans notre laboratoire [3], dans
une tentative de donner un apercu de diagnostic dans ce
domaine trés sensible. Cependant, I'étendue du potentiel
diagnostic qui s'offre a nous souléve de nouvelles questions
relatives a l'usage optimal de ces nouvelles technologies,
a la définition du rdole des généticiens, ainsi que des
implications bioéthiques qui en découlent.

Prévention par |'analyse
génomique des maladies
génétiques a transmission
recessive liées a la consanguinité

Il est avéré que la consanguinité multiplie par 6 le risque
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d'apparition d'une maladie génétique récessive, par
rapport au reste de la population, ce qui constitue un
probleme majeur surtout dans les communautés ou le
taux des mariages entre cousins germains oscille entre
25-60 % [4]. Parmi ce type de maladies séveres, nous
inclurons les hémoglobinopathies, plusieurs troubles
métaboliques ainsi que des malformations congénitales.
Plusieurs centaines d'enfants atteints naissent chaque
année dans ces communautés, ce qui contribue de
maniére décisive a une mortalité et une morbidité infantiles
importantes, ainsi qu'a des problemes sanitaires qui
peésent lourdement sur le plan financier et émotionnel de
celles-ci.
Afin de faire face a ce probléeme, nous avons congu
et appliqué dans notre laboratoire un test dénommé
Progenomis® destiné aux couples présentant un risque
élevé de concevoir un enfant atteint d'une maladie
génétique récessive. Nous avons soigneusement
sélectionné 680 génes impliqués dans des maladies
génétiques récessives graves et avons procédé a
I'analyse par séquencage parallele massif de ces
génes chez les deux partenaires reproductifs. Ces
genes se manifestent dans un état homozygote ou double
hétérozygote, a une fréquence d’'au moins 1 sur 200 a
1 sur 300 naissances. Typiquement, les hétérozygotes
porteurs d'une maladie récessive sont asymptomatiques
et ne révélent normalement pas de cas pathologiques
dans leurs familles. Par conséquent, ces individus ne
peuvent pas étre identifiés par un autre moyen que cette
analyse génomique massive. Il est dailleurs révélateur
que ce soit seulement apres la naissance d'un enfant
atteint que le diagnostic de [l'affection soit établi,
ainsi que les risques relatifs pour les futurs enfants.
Il est évident que la révélation préconceptionelle d'une
homozygotie ou d'une double hétérozygotie chez un
couple apporte une information extrémement précieuse
concernant leurs risques reproductifs, et par conséquent
une aide précieuse au regard des mesures appropriées
pour la prévention de la naissance d'un enfant affecté.
Cela permet une planification efficace de prévention, en
]|
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appliguant un protocole prénatal ou préimplantatoire et
en tenant compte des mutations géniques connues.
Suite au test Progenomis® un rapport clinique final
est présenté, contenant toutes les informations relatives
ainsi que des recommandations concernant les actions
possibles. Les options reproductives sont discutées
dans le contexte d'une séance de conseil génétique
personnalisée.

Une approche de séquencage
de I'exome ciblée

Cette approche permet le diagnostic des troubles
génétiques associés a des résultats anormaux de
I'échographie feetale. Il est avéré que les anomalies
feetales détectées au cours d’échographies sont observées
dans environ 3 a 5 % des grossesses, tandis que 20 a 25 %
des déces périnatals seraient imputables a des anomalies
congénitales [5]. Dans la pratique clinique quotidienne,
si la détection prénatale et la prévention des troubles
congénitaux graves sont généralement atteintes a travers
différents niveaux d'examens échographiques du feetus
au cours de toute la grossesse, le diagnostic précis de
I'anomalie génétique sous-jacente reste cependant
souvent difficile et insuffisant en raison d'une
hétérogénéité clinique et génétique considérables [6]
; tandis que dans la plupart des cas, un historique des
antécédents familiaux ou d’autres risques identifiables
de prédisposition a la maladie, font cruellement défaut [7].
Afin de régler les importants problemes mentionnés
ci-dessus dans le diagnostic prénatal, notre groupe
a développé une stratégie ciblée de séquencage de
I'exome, appelée test Fetalis®, basée sur une large
série de 758 genes associés a des maladies génétiques
qui peuvent présenter des anomalies feetales
structurelles détectables dans tous les trimestres
de la grossesse par échographie de routine et/ou
par d'autres techniques de surveillance feetale (par
exemple, échocardiogramme, IRM, etc...) [3].

La liste de ces genes et de ces troubles a fait I'objet
d’'une soigneuse compilation en utilisant des données
provenant de diverses sources cliniques [8-11]. Les 758
génes du test Fetalis® et de I'algorithme variante de
priorisation (Konialis C et Agioutantis Z, données non
publiées), ont été spécialement congus pour |'évaluation
hiérarchisée des variantes génétiques, basée sur
un maximum de trois principaux résultats cliniques
échographiques, sélectionnables par I'utilisateur, en
utilisant la terminologie importée du Human Phénotype
Ontology (HPO) [10] et des données de Phenomizer [12,
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http://comphio.charite.de/phenomizer/]. Dans plusieurs
cas, ot les termes HPO et/ ou Phenomizer et les associations
de génes n'étaient pas disponibles, elles ont été élaborées
et incorporées dans la base de données de "pipeline"
EMA-foeto-placentaire.

Le pipeline hio-informatique Fetalis® est couplé a d'autres
fonctions de filtrage des variantes du WES dans le pipeline
de I'EMA, telles que le taux des mutations pathogénes,
les variantes de la fréquence dans la population (1000 GP,
NHLBI Exome Variant Server - EVS, EXAC consortium,
basées sur des données des variantes locales).

Cette approche génomique a été cliniquement appliquée
a 30 cas de feetus chromosomiquement euploides
(déterminés par une analyse préalable analyse aCGH),
impliquant 4 produits d'avortement et 26 grossesses
en cours, présentant tous diverses anomalies échographiques.
La stratégie de séquencage ciblée de I'exome Fetalis® a
globalement permis un diagnostic clinique dans 11 des 30
cas (37 %, Tableau I, cas 1-11).

Dévoiler la cause génétique sous-jacente des anomalies
échographiques des feetus est une tache difficile et le
diagnostic génétique prénatal est généralement limité
a la recherche de possibles déséquilibres chromosomiques.
Cependant, alors que méme |'aCGH ne révélera la
cause génétique sous-jacente d'une pathologie que
dans moins de 15 % de ces cas [13,14], on aboutit
rarement a un diagnostic précis et les conseils nécessaires
concernant les risques associés a la grossesse en cours,
ainsi que le risque de récidive pour les grossesses
ultérieures, sont insuffisants, lacunaires et reposent sur
des connaissances empiriques.

Utilité clinique de ce type d’approche

Plusieurs questions importantes concernant I'utilité
clinique de ce type d'approche, dans le cadre d'un dépistage
prénatal, méritent d'étre abordées et examinées. Tout
d'abord, l'interprétation des résultats aprés le test WES
ou WGS a grande échelle est entravée par la complexité
de l'analyse des données, ainsi que par les difficultés
concomitantes et le temps requis pour la priorisation des
variantes et I'évaluation clinique finale. Dans un second
temps, l'analyse des données WES va inévitablement
conduire a la découverte d'un grand nombre de résultats
fortuits, sans rapport avec les résultats échographiques
rapportés, soulevant des problemes de conseil génétique
et d'épineuses questions éthiques. Le troisieme et le plus
important des points, est lié a I'évaluation clinique de
nombreuses variantes WES de signification inconnue, un
phénomene tres courant dans ces types d'études.

Notre approche ciblée de I'analyse de I'exome surmonte
un grand nombre de ces limitations et préoccupations.

Le nombre de variantes correspondant aux 758 genes
]|
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inclus dans le test Fetalis® est d'un ordre de grandeur
inférieur aux données issues d'un WES et ce fait, combiné
a la rapidité du protocole de laboratoire et au pipeline de
priorisation EMA-feeto-placentaire, nous offre un tres bon
rapport colt-efficacité, un diagnostic simplifié en un temps
opportun, souvent inférieur a une semaine, au cours de la
grossesse. En parallele, la décision de se limiter, dans le
cadre d'une grossesse en cours, a I'évaluation clinique
et au rapport des variantes pathogénes connues ou des
variantes pathogenes obligatoires, réduit considérablement
le nombre de découvertes fortuites et la notification des
variantes de signification inconnue (VOUS), ce qui simplifie
le conseil génétique précédant et suivant les tests.

Tout ce qui précede devient encore plus important, sinon
primordial, lors de la pratique d'analyses sur les feetus
présentant des anomalies échographiques couramment
rencontrées dans le cadre du diagnostic prénatal de
routine. Bien que I'on puisse faire valoir que le but principal
et l'utilité du séquencage prénatal de I'exome résident
probablement dans la recherche d'anomalies écho-
graphiques a caractére hautement pathologiques [15],
il savere que, dans la pratique clinique quotidienne, la
réalité est tout a fait différente. En effet, I'obstétricien
et les parents souhaitent s'assurer qu’une information
échographique d'importance mineure (par exemple des
organes génitaux ambigus) ne constitue pas 'la pointe
de [l'iceberg”, dissimulant d'autres caractéristiques
phénotypiques, beaucoup plus graves, non apparentes ou
identifiables lors de I'examen échographique du feetus en
développement.

Pour illustrer davantage les points mentionnés ci-dessus,
on pourrait peut-étre comparer |'approche ciblée
a l'application d'une aCGH ciblée, par opposition a une
aCGH de haute résolution, dans le diagnostic prénatal
[13,16-18]. Le test Fetalis®, stratégie ciblée de séquencage
de I'exome, pourrait étre considéré comme une aCGH
ciblée, qui se concentre sur les régions de
pathogénicité connue, similaire a la mise en ceuvre
focalisée d'une aCGH prénatale de résolution inférieure
[17]. Bien qu'il puisse ne pas détecter certaines des
anomalies qui pourraient étre captées par une analyse
WES plus approfondie, il a I'avantage d'éviter : (a) les
VOUS, (b) les analyses approfondies de la famille ou
d'onéreuses analyses WES-trio, (c) un conseil génétique
complexe. Il est indubitable que ces inconvénients
ne peuvent pas étre compensés par un taux de détection
plus éleve.

Par ailleurs, la stratégie du test Fetalis® est flexible et
son rendement diagnostique va certainement augmenter,
sans pour autant compromettre sa clarté. Bien que
le pipeline Fetalis® vise et évalue actuellement des
variantes détectées seulement dans les 758 genes, la

premiere étape de I'analyse comprend I'élaboration d'une
bibliothéque de I'ensemble de I'exome (WES) ainsi que des
données concernant I'ensemble des variantes de I'exome
sont facilement disponibles. Au fur et a mesure que nous
acquérons des connaissances plus détaillées, le pipeline
peut continuellement incorporer de nouveaux genes et
variantes pathogenes identifiés au moyen d'enquétes de
WES postnatales a partir d’études faites chez des nouveau-
nés et des enfants gravement atteints.

Il semble donc que cette approche puisse offrir un
diagnostic en temps opportun au cours de la grossesse,
tout en surmontant les nombreux piéges liés aux NGS
prénatals a grande échelle. Elle illustre les avantages
potentiels, les défis et les développements futurs de
cette stratégie de test, grace a la volonté générale de
ses concepteurs de maintenir un équilibre judicieux
et souhaitable entre une augmentation du potentiel de
diagnostic et les indésirables “zones grises" dans le
diagnostic prénatal.

Conclusion

Force est de constater que le séquengage prénatal de
|'exome a vocation a devenir rapidement un outil de
diagnostic de routine. Cependant, comme il est appliqué
dans un cadre trés sensible et vulnérable, il nous
appartient de l'utiliser avec précaution et de prendre
toutes les mesures nécessaires afin de ne pas étendre
son champ dapplication au-dela d'un point ol il deviendrait
plus problématique et moins pertinent que les questions
qu'il était censé résoudre.

Bien que le nombre de cas présenté soitencore un peu limité
pour nous permettre de chiffrer précisément le rendement
diagnostique, il serait extrémement utile de procéder a une
étude de collaboration étendue dans le but de résoudre
les questions relatives au potentiel diagnostique de cette
approche dans les différentes catégories d'anomalies
échographiques, telles que des malformations cardiaques,
les dysplasies squelettiques etc...

Il est évident que des études génomiques, en exploitant
|'énorme potentiel offert par les puissantes technologies
de séquencages paralleles massifs, ont déja contribué a
une meilleure compréhension des causes sous-jacentes
des maladies humaines, tandis qu’elles offrent parallélement
un outil cliniquement indispensable pour résoudre les
énigmes complexes de diagnostic dans la pratique
clinique quotidienne.
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